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研究成果の概要（和文）：様々な病原性を持つ mtDNA突然変異の中で、ミトコンドリア呼吸酵素
複合体をコードする ND6遺伝子に病原性変異が生じると、活性酸素（ROS）の大量漏出と肺転移
を誘導することを突き止めた。更にこの変異を生殖細胞系列に導入して作製したミトマウスは
早期老化ではなく糖尿病とリンパ腫が多発することを明らかにした。また病原性を持たない多
型変異の中には、自然免疫系に認識され特異的に排除される新機能が mtDNA存在することを明
らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： In this project we showed that specific pathogenic mutations that 
induce significant ROS production induced highly metastatic potentials in tumor cells. 
Moreover, when we introduced one of them into female germlines, and generated mito-mice 
with the mutation, mito-mice expressed diabetes and lymphoma development. On the 
contrary, we also found novel roles of specific polymorphic mtDNA mutations, which can be 
recognized and excluded by innate immune systems. 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会を迎えた我が国にとって老化
やがん、生活習慣病などの老化関連疾患は
重大な社会問題である。近年、mtDNA のさ
まざまな病原性突然変異がこれらの疾患で
高頻度に観察されることから、その原因が
老化に伴う mtDNAの突然変異蓄積による呼
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吸欠損であるという仮説（老化ミトコンド
リア原因説）が提出され大きな注目を集め
るようになっている。しかしこの仮説はす
べて状況証拠に基づくもので、以下の大き
な未解決の問題がある。 
（１）呼吸欠損は核側遺伝子の突然変異に
よっても誘導されることから、mtDNA の病
原性突然変異が本当に老化や老化関連疾患
の原因となることが直接証明されたわけで
はない。 
（２）mtDNAの多型突然変異に注目すると、
種類によってはエネルギー産生以外の生理
機能に重大な影響を与える可能性が否定で
きないが，未だに直接的な証拠が提出され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 これらの問題を解決するためには核ゲノ
ムのバックグラウンドが同一であるマウス
系統に、多様な病原性突然変異 mtDNAを導
入した多様な病態モデルマウスを作出し、
呼吸欠損の発現と臨床症状の発症の有無と
両者の連動性を明にしなければならない。 
 しかしヒトのミトコンドリア病の原因と
なる突然変異 mtDNAをマウスの細胞に導入
しても複製されないし、mtDNA に人工的に
任意の突然変異を導入することは現在の技
術では不可能である。この技術的な問題を
解決するため本研究はマウス培養細胞の
mtDNA にわずかに存在する体細胞突然変異
mtDNA を濃縮してから生殖系列に導入する
ことで病態モデルマウスを作製する戦略を
とった。これによって mtDNAの突然変異が、
単にミトコンドリア病だけでなく、本当に
老化や老化関連疾患（がん、生活習慣病な
ど）の原因になるか否かを明らかにし、そ
の病態発症機構の解明を目的とする。 
 また本研究は、呼吸欠損を引き起こす病
原性突然変異に加え、呼吸欠損を引き起こ
さない多型突然変異の生理学的機能も同時
に解析することで哺乳類 mtDNAの生理的役
割の全貌解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）病原性突然変異 mtDNA導入モデルマウ
スの作製と病態解析 
 第１の方法：マウスの高転移性肺がん細胞
に呼吸欠損のみならずROS産生を誘発する病
原性突然変異（13997）mtDNAが存在すること
を明らかにした。そこでこのmtDNAをマウス
肺がん細胞から、マウスES細胞を通してマウ
ス生殖細胞系列に導入することで新奇ミト
コンドリア病態モデルマウス（ミトマウス）
を作製し早期老化や生活習慣病関連疾患発
症の有無を検証する。 
 第２の方法（ボトルネック法）：各細胞に
数千コピーも存在するmtDNA分子数を特殊な
薬剤を使うことで 1-2個程度に絞り込み（ボ
トルネックをかけ）、それを解除することで
ボトルネックを通り抜けた特定のmtDNA分子
のみを持つ細胞株を樹立する。PCRを用いて
特定の病原性突然変異mtDNAが濃縮できた細
胞株を選別しマウスES細胞を通してマウス
生殖細胞系列に導入する。 
 第３の方法（転移結節法）：ROS産生を誘発
するmtDNAの病原性突然変異が培養細胞に転
移能を与えるという申請者が発見した性質
を活用する。まずマウスがん細胞をマウスの
尾静脈に注入し、その結果肺転移結節を形成
した細胞のみを再度培養系に確保すること
でこの細胞のmtDNAをマウスES細胞を通して
マウス生殖細胞系列に導入する。 
（２）多型突然変異 mtDNAの自然免疫系によ
る認識機構の解明 
 mtDNA の病原性突然変異が呼吸欠損を引き
起こし様々な病態を誘発する可能性がある
のに対し、多型突然変異は呼吸欠損を引き起
こさないことから、常識的には生理学的にも
全く問題ないはずである。しかし申請者の先
行研究から特殊な多型突然変異mtDNAを持
つ細胞は自然免疫系に認識され拒絶反応を
引き起こす可能性が出てきた。そこで自然免
疫系の様々な細胞を欠損したマウスを用い
ることでその認識に携わる自然免疫細胞を
特定し、認識と排除の機構解明を行う。 
 
４．研究成果 
（１）病原性突然変異 mtDNA導入モデルマウ
スの作製と病態解析 
第一の方法の研究成果： 
研究成果 1（Science 2008） 
 マウス肺がん細胞株である P29細胞（低転
移性）と A11 細胞（高転移性）の間で mtDNA
のみ完全に置換したサイブリッドを作製し
たことで、A11 細胞にのみ表現されていた呼
吸欠損と高転移性は、A11 細胞の mtDNA に存
在する G13997A突然変異に起因することを明
らかにした。 
 さらに活性酸素（ROS）の産生量や核遺伝
子の発現パターンの変化から、この体細胞突
然変異が呼吸欠損を誘発することで過剰な
ROS が発生し、その結果、核 DNA に存在する
遺伝子の発現量が変化し低酸素でも生存で
きるような状態になるため高転移性を獲得
することが証明された。この場合、ROS を除
去する抗酸化剤を使用することにより，転移
が抑制されることから、転移の治療には抗酸
化剤が有効であることも証明できた。 
 これらの研究成果はその学術的インパク
トが極めて高いと評価され、国際一流雑誌で
ある Scienceの電子版（2008年 4月 4日）に
掲載されると同時に、同じく国際一流雑誌で
ある Cell、Nature Medicine、そして Nature 
Review Cancer でも紹介され世界中の注目を
集めただけでなく，国内でも今後のがん転移
治療に格段の発展をもたらす可能性がある
として多くのマスコミで報道された。 
研究成果 2（FEBS Lett.2008） 
 上記 G13997A突然変異型 mtDNAによって転
移が誘発されるのは、呼吸欠損に伴う ROSの
過剰産生以外に、解糖系の上昇（Warburg 効
果）の可能性が残されていた。この問題を解
決するため、呼吸欠損による解糖系の上昇を
伴うが、ROS を過剰産生しない大規模欠失突
然変異型 mtDNAを導入したマウス肺がん細胞
で転移能を調べた。その結果、この場合は転
移能を誘発しなかったことから、Warburg 効
果ではないことが証明された。 
研究成果 3（J. Biol. Chem. 2009） 
 上記 G13997A突然変異型 mtDNAによって転
移が誘発されるのは、呼吸欠損に伴う ROSの
過剰産生であることが明確になったが、ROS
がいかにして転移能を誘発するのかは不明
であった．今回の結果から、PI3Kinaseと AKT
のシグナル経路を使って、低酸素誘導因子で
ある HIF-1 が安定化するためであることを
証明した。 
研究成果 4（FEBS Lett.2010） 
 マウス XO型 ES細胞に高転移性肺がん細胞
から G13997A突然変異型 mtDNAを移植し、キ
メラマウスを作製後、雌の生殖系列を通して，
同じ変異を 100％持つマウス（ミトマウス）
が誕生した。生後３ヶ月のミトマウスを用い
て呼吸活性を調べたところ、調べた全ての組
織で予想通り呼吸酵素複合体 Iの活性が低下
していたが、顕著な異常は認めなかった。 
研究成果 5（PLoS ONE 2011） 
 高転移性ヒト乳がん細胞に正常な mtDNAを
導入したところ高転移性が抑制された。これ
によってマウスのがん細胞で証明されたこ
と（Science 2008）が、ヒトのがん細胞でも
普遍的に存在する現象であることを明らか
にした。 
研究成果 6（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2012） 
 マウス XO型 ES細胞に高転移性肺がん細胞
から G13997A突然変異型 mtDNAを移植し、キ
メラマウスを作製後、雌の生殖系列を通して，
同じ変異を 100％持つマウス（ミトマウス）
が誕生した(研究成果 4)。加齢に伴う老化促
進の有無を見るためこのミトマウスを２年
半以上飼い続けた結果、変異を持たないコン
トロールマウス、ROS を出さない別の病原性
突然変異 mtDNAを持つミトマウスと同等の寿
命であるにもかかわらず、このミトマウスの
みが糖尿病の症状と Bリンパ腫を多発するこ
とが明らかになった。このことにより ROSを
出す特殊な病原性突然変異 mtDNAは老化関連
疾患を誘発することを世界で初めて直接的
に証明した。 
第２の方法による研究成果 
 病原性を持つと推定した新奇の２種類の
体細胞突然変異mtDNAの濃縮に成功した。し
かし，そのうちの一つをほぼ 100％持つ細胞
の呼吸活性は低下しなかったことから，この
変異は病原性突然変異ではなかった。これに
対し、もう一つは呼吸活性が顕著に低下した
ことから病原性突然変異と判断し、マウスES
細胞を通してマウス生殖細胞系列に導入す
ることで新奇ミトコンドリア病態モデルマ
ウス（ミトマウス）の作製まで実験行程が進
んでいる。この突然変異はtRNALeu遺伝子に有
るため、MELASなどヒトミトコンドリア病の
病態モデルとして今後の活用が期待できる。 
第３の方法による研究成果 
 転移結節由来の細胞株で呼吸欠損となる
ものを選別し、その mtDNA をマウス ES 細胞
に導入したが、キメラマウスの作製にまで至
っていない。これは mtDNAに存在する突然変
異の病原性が強すぎて致死になるためと判
断し、今後は別の高転移性細胞株を用いるこ
ととした。 
 
（２）多型突然変異 mtDNAの自然免疫系によ
る認識機構の解明 
研究成果６（J. Exp. Med. 2010） 
 呼吸活性に影響を与えないような多型突
然変異がmtDNAに生じた場合、それが生命活
動に影響を与えるか否かについてはまった
く研究がなされていない。今回、mtDNAの多
型突然変異が細胞の表現型、たとえば細胞増
殖能や腫瘍形成能などに与える影響の有無
を明確にするため、正常なマウス由来細胞の
mtDNAを、多型突然変異をもつ他系統マウス
由来のmtDNAで置換した細胞を作製した。そ
の結果、B6mtNZB細胞（核DNAは B6 マウス由
来、mtDNAはNZBマウス由来）ではその呼吸活
性や細胞増殖能は正常であったにもかかわ
らず、B6マウスの背部皮下にこの細胞を打ち
込んだ場合、この細胞のみが選択的に増殖が
抑制された。この選択的排除がB6マウスの免
疫系によるものである可能性を確かめるた
め獲得免疫系不全マウス（β2m-/-、Tap1-/-、
Abβ-/-、Rag2-/-）と自然免疫系不全マウス
（Rag2-/-/γc-/-、Myd88-/-、Myd88-/-NKRED）そ
れぞれにこれらの細胞を打ち込み確認を行
った。その結果、B6mtNZB細胞の増殖が確認
できたのは自然免疫系不全マウスだけであ
り、獲得免疫系ではなく自然免疫系が今回の
選択的排除に重要な役割を果たしているこ
とが証明された。 
 これらの結果から、従来は ATP合成のみに
関係していると考えられていた mtDNAは、自
然免疫系が「自己か非自己か」を認識する際
にも重要な役割を果たしているということ、
さらに自然免疫系はその個体の細胞内の
mtDNA に生じた多型突然変異というわずかな
違いも認識し、その多型突然変異を持つ細胞
のみを選択的に排除できる能力を持ってい
るという従来の常識を超えた事実が明らか
になった。 
 また、今回の発見はミトコンドリアや自然
免疫系の新たな生理機能を突き止めた点だ
けに限らず、移植免疫の分野にも貴重な情報
を提供したと言える。たとえば、iPS 細胞由
来の再生臓器を用いて臓器移植を行う場合、
もし iPS細胞提供者自身の老化に伴い多型突
然変異が mtDNAに蓄積していたとすると、再
生臓器が自身の自然免疫系に認識され拒絶
反応が起こる可能性を否定することができ
ない。このため mtDNA多型突然変異が原因と
なる拒絶反応がないことをあらかじめ確か
める必要性があるといえる。この研究成果は
マスコミでも報道された。 
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